















Abstract:  Systemic  sclerosis  (SSc)  is  an  autoimmune  disease  characterized  by  vasculopathy, 
excessive  extracellular matrix  deposition,  and  fibrosis  of  the  skin  and  internal  organs.  Several 





Results  showed  the  presence  of  HHV‐6A  in  skin  biopsies,  and  an  increased  virus  load  was 
associated with disease severity and poor natural killer (NK) response against the virus, particularly 
in subjects exhibiting a KIR2 phenotype. HLA‐G plasma levels were significantly higher in HHV‐
6A/B‐KIR2  positive  SSc  patients  and  in  vitro  HHV‐6A  infection‐induced  pro‐fibrosis  factors 
expression in EC, supporting its role in the development of the fibrosing process. Our data suggest 
an association between virus infection/reactivation and disease, opening the way to future studies 
























After primary  infection,  the virus establishes a  latent  infection, residing mainly  in peripheral 
blood mononuclear  cells  (PBMCs)  and macrophages  [15,16],  and  expressing  a  few  specific  viral 






[21,22],  include autoimmune  thyroiditis  [12], multiple sclerosis  [23–25], Sjogren syndrome  [26,27], 





anti‐herpesviral  immune  response,  favoring  herpesvirus  infection  [33–35],  and  we  observed  a 
consistent impaired NK response against HHV‐6 in multiple sclerosis patients expressing KIR2DL2 














After approval of  the study by  the  local  Institutional Review Board and “Area Vasta Emilia 
Nord” Ethical Committee (Project identification code: 2742016; 27 October 2016), 26 unselected SSc 
patients  (22 women  and  four men),  all  referred  to  the  Rheumatology Unit, University‐Hospital 
Policlinico of Modena, Italy, were recruited. All enrolled subjects gave informed consent. The study 





















DNA  was  assured  by  DNase  digestions  and  lack  of  amplification  in  PCR  reactions  where 
retrotranscription (RT) had been omitted [44]. 
Skin biopsies were frozen in liquid nitrogen immediately after collection and kept at −80 °C until 




















ready‐to‐use  assay  (Biorad, Milan,  Italy) was performed  as  control  and used  to normalize  virus 
counts for cell number. 
In  positive  samples, HHV‐6  species  identification was  performed  by  a  ddPCR  specifically 
discriminating 6A and 6B species, as previously described by others [47].   
HHV‐6A/B  transcription was assessed by nested PCR and qPCR after retrotranscription  (RT‐
qPCR), determining  the presence of  lytic  (U42) or  latent  (U94  in  the absence of U42) mRNAs, as 
previously described [12].   
2.6. Cells and Viruses for In Vitro Virus Infection 
Human umbilical  vein  endothelial  cells  (HUVEC; ATCC CRL‐1730),  obtained  as previously 
described [11,37], were grown in EGM‐2 medium (BioWhittaker, Walkersville, MD, USA) in collagen‐
coated  plates  (Biocoat Collagen,  BD  Biosciences,  Bedford, MA, USA). All  the  experiments were 
performed on third to fifth passage HUVECs. 
HHV‐6A  (U1102 strain) and HHV‐6B  (CV strain) stocks were respectively obtained  in  J‐Jhan 
(6A)  and  Sup‐T1  (6B)  T  cells  as  previously  described  [18]  and  contained  about  1010  genome 
equivalents  per ml.  The  same  stock was  used  for  all  the  experiments  of  infection  in HUVECs. 





HUVECs were  infected  as previously described with HHV‐6A  (U1102  strain), HHV‐6B  (CV 
strain)  and  HHV‐7  (CZ  strain)  as  a  control,  using  a  number  of  genome  equivalents  per  cell 
corresponding to 10:1 for all the used viruses [11]. Briefly, HUVECs were seeded at optimal density 
in six‐well collagen‐coated plates and  infected with  the cell‐free virus  inocula  for 3 h. Afterward, 
inocula were removed, and fresh medium was added to the infected cells. Cells were collected 48 h 






84  factors associated with  fibrosis  (Qiagen, Hilden, Germany). Results  represented up‐ or down‐
regulation of factors in infected versus control cells (either uninfected or infected with UV‐inactivated 









PBMC  to  enrich untouched NK  cells  (negative  selection). Purification  of NK  cells was  executed 





B  production.  The  release  of  IFN‐γ  and  Granzyme  B  by  stimulated NK  cells was  assayed  by 
Fluorospot assay (Thermo Fisher Scientific, Milan, Italy),  following  the manufacturer  instructions. 
The measurement was  performed  by  reading  fluorescence  by  the  automated microplate  reader 




























































as  the virus genome  copy number per  106  cells. The  results  evidenced  that HHV6A or  6B were 
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individual; mean  line and  standard deviation  (SD) values are also  shown. SSc,  systemic  sclerosis 
patients; CTR, controls. 
The species identification, performed in each HHV‐6A/B positive sample by a specific ddPCR 
discriminating  the  two virus  species, evidenced  that  species 6A was prevalent  in  the  skin  tissue, 










Next, we analyzed  the virus  transcriptional  state  in  the HHV‐6A/B positive  skin and PBMC 
specimens. Two virus genes were tested: U94, as the detection of  its  transcripts,  in the absence of 
other early transcripts, is indicative of latent infection, and U42, as its transcription is indicative of 
productive  infection.  The  transcriptional  analysis,  performed  by  nested  PCR  and  qPCR  after 
retrotranscription  (RT‐qPCR) on all HHV‐6‐positive samples, evidenced productive  replication  in 




and  control  PBMCs, with  no  concurrent  transcription  of U42  (used  as  a marker  of  productive 
infection), suggesting that the virus was latent in all samples, at least at the moment of the withdrawal 
(not shown). 









Enrolled  SSc patients were  characterized  for  anti‐HHV‐6  antibody  seropositivity  by  routine 
laboratory analyses, showing a high prevalence of positive subjects (76.9%), as expected based on the 
high  prevalence  of  HHV‐6A/B  infection  in  the  general  population.  No  statistically  significant 
different prevalence or titer was observed in the SSc group compared to the control group (p = n.s.), 
similar to what was reported previously for other autoimmune pathologies (Figure 4A). However, 
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Since  we  have  already  observed  that  HHV‐6A  U94  can  induce  HLA‐G  in  HUVEC  cells, 
inhibiting  angiogenesis  [37], we  analyzed HLA‐G  plasma  levels  in  correlation with HHV‐6A/B 
presence in SSc patients. As shown in Figure 5, we observed an increase in plasmatic HLA‐G in HHV‐
6 positive patients, compared to HHV‐6 negative ones (p < 0.0001). Furthermore, the positivity for 
HLA‐G and HHV‐6 also correlated with  the anti‐U94 antibody  titer  (p < 0.05), as HLA‐G/HHV‐6 
positive patients exhibited the highest anti‐U94 IgG plasma levels (p < 0.05). 









in  natural  killer  (NK)  cells  are  associated with  increased  susceptibility  to multiple  herpesvirus 
reactivations  [25,46].  Thus,  SSc  patients were  characterized  for  the  prevalence  of KIR2DL2  and 
KIR2DL3 types. The results showed no statistically significant differences in the prevalence of DL2 










NK  immune response  is crucial  for  the control of herpesvirus  infection. Since we previously 
observed  a  defect  in NK  control  in  different  autoimmune  disorders  associated with HHV‐6A/B 
infection, we  analyzed  such  a  response  in  SSc  patients.  In  this  respect,  a  Fluorospot  assay was 
performed using NK purified from PBMCs isolated from peripheral blood. Briefly, cultured PBMCs 
were used to purify NK cells, which were assayed for the ability to recognize and be activated by 

























50%, and productive  replication  took place  in  the  first week post‐infection, as already previously 
























Systemic sclerosis  (SSc)  is a connective  tissue disease of unknown etiology, characterized by 
complex immune system alterations and diffuse microangiopathy and fibrosis of the skin and visceral 
organs. The etiopathogenesis of SSc may include different environmental factors, among which are 














compared  to healthy subjects  (median copy number 18.9 per 106 cells)  (p < 0.0001). However,  the 








the  species  6A was  the most  represented,  consistent with previously  reported data  on HHV‐6A 
tropism [52], whereas HHV‐6B was present almost exclusively in PBMC, confirming as well previous 
reports  [52,53].  Due  to  the  small  dimension  of  skin  biopsies,  it  was  not  possible  to  perform 
immunochemistry  to detect HHV‐6A/B antigens, but  this could be  important  in  future studies,  to 
verify virus presence. 
Importantly,  higher  virus  loads  correlated with  the  severity  of  scleroderma  cutaneous  and 
internal organ involvement, as well as with the presence of worse immunological markers (anti‐Scl70 
antibodies). In fact, both anti‐U94 antibody titer and NK impairment against HHV‐6A/B appeared 
increased  in  the  SSc  subgroup  displaying  high  virus  load  in  PBMC  and  skin.  Moreover,  the 
impairment of NK response against  the virus was particularly evident and significant  in patients 
expressing KIR2DL2 receptors, as already reported in other autoimmune conditions associated with 
HHV‐6  infection  [25],  confirming  that  HHV‐6A  might  express  its  full  pathogenic  potential  in 
KIR2DL2 subjects. 
Although  a  similar  prevalence  of  anti‐HHV‐6A/B  antibodies  in  the  SSc  group  and  healthy 
controls (76.8 vs. 75%), the prevalence and titer of anti‐U94 antibodies were significantly higher in 
the SSc population (100%, median titer 1:400) compared to controls (46.7%, median titer 1:166) (p < 
0.004),  confirming previous  similar observations  in multiple  sclerosis patients  [45].  Furthermore, 
consistently with previous observations showing the ability of virus infection to inhibit angiogenesis 
by  a U94‐mediated  sHLA‐G production  in  endothelial  cells  [37], we detected  increased  levels of 




expression  in  endothelial  cells. Endothelial  injury  represents,  in  fact, one of  the  first  steps  in  the 
pathogenesis of SSc, predominantly affecting the microcirculation [54]. Aiming to clarify this aspect, 
HUVEC were infected in vitro with HHV‐6A or 6B, and analyzed for the expression of a panel of 84 
fibrosis‐associated  factors.  The  results  showed  that  HHV‐6A  and  6B  infection  induced  the 
upmodulation of  several  factors,  suggesting  that  infection per  se may  interfere with  the  normal 
functions of endothelial cells [11,37]. Although the TGFβ2 factor, recently recognized as a key factor 
in  fibrosis  induction,  did  not  result  upregulated  by  virus  infection  in  HUVECs,  other  factors 




be associated with dermal  fibrosis  [58];  IL‐4  is even more active  than TGFβ  in  inducing collagen 
synthesis in human skin fibroblasts [59,60], and can drive fibroblast differentiation and promote pro‐







Consistent with  our  findings,  endothelial  progenitor  cells  (EPC) with  impaired  angiogenic 
function have been detected in peripheral blood of SSc subjects [68], and the regression of capillaries 
Microorganisms 2020, 8, 39  14  of  18 
 





levels  and  titer of  anti‐U94  antibodies  in  SSc  subjects might be  considered  a marker  for disease 
severity and suggest the involvement of the virus and U94 in the development of the disease. 
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